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 10 mM のアスコルビン酸 Na と 25 mM の NO2を含む各種 pH の緩衝液を NO2還元分解モデル反応
液とした。NO2、硝酸態窒素（NO3）および還元型アスコルビン酸 Na の自己吸光から還元分解反応中
のこれらの濃度をリアルタイムで評価した。また、反応中の酸素濃度は溶存酸素計で測定し、反応前
後で pH を評価した。 
２．Mb の配位結合安定性に及ぼす外的要因 
pH の影響：試験に用いる牛肉は、Mb のメト化率を測定したものを用いた。CO 処理した牛肉から 4℃、
各種 pH 緩衝液で Mb を抽出しカルボキシミオグロビン（COMb）濃度を測定した。なお本抽出では
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酸素を制御せず、好気的な条件下で抽出を行った。また、抽出後の溶液は静置後に COMb 濃度を算出
し、初期濃度との比較から COMb 安定性を評価した。 
温度の影響：一酸化炭素（CO）処理牛肉から 0.1 M トリス緩衝液（pH 8.5）を用いて 1、10、20 お
よび 30℃で好気条件下において Mb を抽出し、COMb 抽出率を評価した。 
酸素の影響：CO 処理牛肉から 1℃、pH 8.5、好気条件下で Mb を抽出した場合（好気抽出）と、同様
に 1℃、pH 8.5 で抽出環境を窒素パージした場合（嫌気抽出）とで COMb 抽出率を評価した。 
光の影響：CO 処理牛肉から嫌気抽出した溶液を氷温下で明所（1,000 lx）と暗所でそれぞれ保管し、
COMb 濃度の安定性を評価した。 
波長特異性：塩漬食肉製品から抽出した NOMb に対し分光した光を照射し、照射前後の NOMb の吸
光度からその残存率を算出し、照射光の波長が NO 解離へ与える影響を評価した。 
３．加熱が Mb の配位結合安定性に及ぼす影響 
単離 Mb と食肉中 Mb との加熱安定性の評価：単離 Mb は、豚肉水溶性画分を硫安分画 80-100%で粗
精製した後、疎水性相互作用クロマトグラフィー（HIC）によって精製した。この単離 Mb の加熱安
定性は、比較する豚肉と同等濃度の水溶液とした後、昇温速度 2 ℃/min で加熱したときの凝集性で評
価した。豚肉中の Mb の加熱安定性は、各温度で加熱した豚肉中の水溶性 Mb 濃度から評価した。 
加熱に伴う構造変化の評価：単離 Mb について、トリプトファンを指標とした質量中心法で表面構造
の変化が起こる温度を、示差走査熱量計で吸熱を伴う構造変化が起こる温度をそれぞれ評価した。 
加熱 Mb の配位結合安定性：単離 Mb は 70℃で加熱あるいは加熱せずにハイドロサルファイト Na
（Na2S2O4）で還元後 CO を通気し、HIC カラムで Na2S2O4を洗い流し、酸化還元電位から Na2S2O4









の挙動を示したことから、NO2の還元分解反応速度に対する pH の影響は、反応速度の HNO2濃度依
存性を反映したものだと考えられた。 
 pH 5.5 程度で NO2の減少速度が小さい場合、反応初期に NO2の減少が見られなかったが、酸素濃
度は反応開始直後から急激に減少した。このことから、反応速度が小さいときに見かけ上 NO2が減少
しないように観察されるのは、反応によって生じた NO が液中の酸素と反応して NO2を生じることに
よると考えられた。このことは、NO2 の分解反応が系内を嫌気的に保つ働きを有することを示唆して




る。すなわち、系内に一定速度で酸素が流入する場合には NO2分解反応が繰り返されて pH が上がる




品中の発色剤は酸素によって NO と NO2の形で循環し、この循環によって発色効果を失っていくこと
が示唆された。 
２．Mb の配位結合安定性に及ぼす外的要因 
 COMb の抽出率に pH 依存性はなかったものの、pH が高いほど COMb の安定性は高まった。一般
的に、Mb ヘムポケット中の NO の解離は NO 分子と酸素との反応が関係しているが、CO は酸素など
の競合分子と反応しない。このことから、CO はその解離度が Mb の配位結合安定性を示す指標となる
と考えられた。したがって、COMb の安定性が pH による影響を受けたことは、pH が Mb の配位結合
安定性に影響する可能性を示したといえる。次に、COMb 抽出率は温度と反比例し、温度の上昇に伴
う分子運動の活発化が CO の解離を誘起することが示唆された。また、COMb は酸素存在下では抽出
率が低下したことから、CO と酸素の分圧差が大きくなると酸素と比較して 3 万倍の Mb 親和性を持つ
CO であっても酸素に置換されると考えられた。最後に、抽出された COMb は光の曝露によって安定
性が低下したことから、COMb が吸収した光エネルギーによって励起、格子緩和が起こって Mb の配
位結合安定性が損なわれることが示唆された。 
 CO をモデル分子とした以上の検討から、Mb の配位安定性を低下させる要因として、pH、温度、
競合リガンドおよび光が影響することが示唆された。『NOMb を用いた検討によって、近年報告され
ているとおり NOMb の光に対する安定性には波長特異性があり、可視光域の光源によっても退色が促
進されることが示唆された。光による NO 解離の機序は CO と同様と考えられる一方、NOMb は CO
誘導体や酸素誘導体と比較して光感受性が極めて高く、NO の解離に際して ONOO の形成など別の要
因が関与していると考えられた。』 
３．加熱が Mb の配位結合安定性に及ぼす影響について 
 加熱凝集性を確認した結果、単離 Mb は 76℃まで沈殿が起こらなかったのに対し、食肉中の Mb は
43℃以上で徐々に水溶性を失った。すなわち、Mb は食肉中で熱安定性が低かった。単離した Mb では
吸熱を伴う構造変化は 73℃付近で、表面のトリプトファンを指標とした場合の変性は 43℃程度から
70℃にかけて起こったことから、表面の変性が食肉中の Mb の変性と、吸熱を伴う構造変化が Mb の
変性と、それぞれ相互関係があると推定された。食肉中の Mb が単離した Mb よりも低い温度で沈殿
した原因は、Mb 以外の低温で加熱凝集する水溶性タンパク質との共沈殿によると考えられる。70℃で
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加熱した Mb の CO の配位結合安定性は非加熱の Mb のものと変わらなかったことから、加熱は CO
の配位安定性に影響しないと考えられた。また、変性過程の食肉から Mb を抽出した結果、酸化状態















（NOMb）であって、塩漬食肉製品の色調安定性は NOMb の安定性と換言できる。NOMb に限らず、





 そこで本研究では、塩漬食肉製品を想定した実験条件下で、亜硝酸根の挙動ならびに Mb の配位結
合安定性に係る諸因子について検討を行った。得られた結果の概要は以下の通りである。 
 





亜硝酸（HNO2）と亜硝酸根（NO2－）の等吸収率点である 324 nm、NO3はピークの 302 nm、AsA
は 266 nm の吸光度でそれぞれ定量可能であった。また、本方法では試料溶液に対し試薬等を加える
ことなく吸光度を測定することから、反応中の NO2、NO3および AsA の挙動を実際に反応が起こって
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いるその時に観察可能で、NO 生成モデル試験の実施に好適な手法といえた。 














本体である NOMb における NO－Mb 結合安定性に及ぼす外的要因の影響を Mb の配位結合安定性と
いう観点から評価することを目的とした。 
 Mb の配位結合安定性に及ぼす外的要因として、COMb の抽出率に pH 依存性はなかったものの、
pH が高いほど COMb の安定性は高まった。一般的に、Mb ヘムポケット中の NO の解離は NO 分子
と酸素との反応が関係しているが、CO は酸素などの競合分子と反応しない。このことから、CO はそ
の解離度が Mb の配位結合安定性を示す指標となると考えられた。したがって、COMb の安定性が pH
による影響を受けたことは、pH が Mb の配位結合安定性に影響する可能性を示したといえる。次に、
COMb 抽出率は温度と反比例し、温度の上昇に伴う分子運動の活発化が CO の解離を誘起することが
示唆された。また、COMb は酸素存在下では抽出率が低下したことから、CO と酸素の分圧差が大き
くなると酸素と比較して 3 万倍の Mb 親和性を持つ CO であっても酸素に置換されると考えられた。
最後に、抽出された COMb は光の曝露によって安定性が低下したことから、COMb が吸収した光エネ
ルギーによって励起、格子緩和が起こって Mb の配位結合安定性が損なわれることが示唆された。 
 CO をモデル分子とした以上の検討から、Mb の配位安定性を低下させる要因として、pH、温度、
競合リガンドおよび光が影響することが示唆された。これらの要因のうち、光については一般的に塩
漬食肉製品の退色に対して遮蔽する以外の方法は知られていない。塩漬食肉製品から抽出された
NOMb の安定性は NOMb が吸収を持つ波長の光によって安定性が低下することが明らかになった。
また、吸光係数が高い波長の光ほど NOMb の安定性を低下させた。従来、紫外域の光が問題視されて
きたが、塩漬食肉製品の反射スペクトルにおいて 420 nm 近傍に観察されるピークが NOMb に由来す
ると考えられたため、可視光域の光源（紫色光）によっても退色が加速すると考えられた。 
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次に、加熱が Mb の配位結合安定性に及ぼす影響について、加熱凝集性を確認した結果、単離 Mb は
76 ℃まで沈殿が起こらなかったのに対し、食肉中の Mb は 43 ℃以上で徐々に水溶性を失った。すな
わち、Mb は食肉中で熱安定性が低かった。単離したミオグロビンでは吸熱を伴う構造変化は 73 ℃付
近で、表面のトリプトファンを指標とした場合の変性は 43 ℃程度から 70 ℃にかけて起こったことか
ら、表面の変性が食肉中の Mb の変性と、吸熱を伴う構造変化が Mb の変性とそれぞれ相互関係があ
ると推定された。食肉中の Mb が単離した Mb よりも低い温度で沈殿した原因は、Mb 以外の低温で加
熱凝集する水溶性タンパク質との共沈殿だと考えられる。70 ℃で加熱した Mb の CO の配位結合安定
性は非加熱の Mb のものと変わらなかったことから、加熱は CO の配位安定性に影響しないと考えら










COMb の定量方法、HIC カラムを用いた Mb のハイスループットな単離精製方法、ならびに食肉中ヘ
ム色素の簡易分離定量方法を確立した。これらの研究手法は今後食肉製品の色調安定性を研究してい
く上で重要な手段となると期待される。 
  
 以上のとおり、本研究は十分な調査に基づいて研究仮説を設定し、計画的に進められたものである。
また、研究手法を必要に応じ創意工夫することで、従来技術的に困難だった分野で新たな知見を数多
く見出しており、斯界発展に寄与すること著しい。したがって、本研究は、学位を授与するにふさわ
しいものと考える。 
 
